ONVERIORD  NAGIONAL UTONOMR DE - MEKIGD

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
ZARAGOZA

 Estudio preliminar Toxicoldgico y Fitoqui-
mico de Solanum Pseudocapsicum, L.

T E S I S
QUE  PARA  OBTENER EL  TITULO DE :

Quimico Farmaceitico Bidlogo
P R E S E N T A :

Maria Patricia Eugenia Miguel Rosas

1984




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



I.
IX.
IIX.
Iv.
V.
vI.
VII.

VIIIX.

X,

CONTENIDO

INTRODUCCION

ANTECEDENTES

FUNDAMENTACION DEL TENA

PLANT EAN.IENTO DEL PROBLEMNA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

MATERIAX:

« Material de laboratorio

« Bquivo

-« Reactivos

. Reaotivos para alcaloides

¥ Esténdares de alcaloides

METODOS

. Método para el estudio fitoquimico

o ¥étodo para el estudio tokicol&gico
CONSIDERACIONES PREVIAS PARA LA REALIZACION
DE 10S EXPERIMENTOS ' :
DESARROLIO DEL ESTUDIO PITOQUINMICO

o Extracto Alcoh8lico (A)

« Extracto Acuoso (B)

. Extracto Métanélico (c)

. Pruebas cualitativas para alcaloides

. Hidrflisis &cida de los extractos (A) y (C)
Espectrometria de masas del extracto alcohd
lico.



XII.

XIII.

DESARROLLO LEL ESTUDIO TOXICOLOGICO

. Seleccidn del rango de la dosis con los
extractos alcohélico (A) y acuoso (B).

» Determinacién de la Dosis Letal Media(DIM)
con el extracto alcohdlico (4).

RESUITADOS Y DISCUSION

» Bstudio fitoqufmico

.« Estudio toxicolégico ,

» Determinecidén de la DIM (Método Wilcoxon).

CONCIUSIONES y

PROPOSICIONES PARA CONTINUAR EIL TRABAJO

APENDICE " A ©

BIBLIOGRAFIA



I. INTRODUCCION

Desde la antigliedad, las casas habitacién o -
apartamientos han sido objeto de inspiracién e inge
nio para romper la monotogia de la vida cotidiana,
decorando sus interiores; siendo fascinante la ad -
quieiqidn de objetos raros, mnimeles o plantas exb-
ticas., Pué asf como los Romancs por la gran depen -
dencia que tenian de 1la cultura oriental, dieron -
origen a 1la constitucidén de jardines exSticos en el
Siglo XVII, lo cuaml fué el nmuente a la civilizacién
moderna y el cultivo de diversas especies de plan
tas en jardines en donde sélo le daban importancia

al aspecto estético.

La mayorfs de las plantas o arbustos cultiva-
dos para adornar, frecuentemente son téxicas, gene-—
ralmente estas plantas tienen frutos y fléres muy -
1lamativos siendo la atraceién princivpal de los ni-
fios, ocasionando que algunas veces hayen sido consu
midos por éstos. Es asf, como unas especie de la fa-

milie de las Solandcess ( Solanum pseuffocapsicunm,

3.)2'17, es objeto de estudio por contener sustan =
cias téxicas mortales., Por lo genersl éstas son :
alcaloides, glucdsidos y glicoalcaloides., Las reac-
ciones que se presentan frecuentemente después de
ingerir los frutos de esta planta, son : vémito, -
diarrea, fiebre, pulso rdpido, respiracién profunda



calambres, coma y paro respiratorio; siendo éstos,~
14

los si{ntomas caracterfisticos de envenenamiento™ .

En México se conoce con diferentes nombres vul
gares(dados por los habitantes de diferentes regio—
nes) como : manzanita del amor, manzanita del pargg
80, collar de reinm y coralillo. Es una planta 8il-
vestre que crece en zonas tropicales y templadasg, -
es parecide a un arbusto; mide de 40 a 70 cm. de al
tura; sus rames son flexibles, lanceoladas y lisas;
sus hojes son de color verde obscuro, miden de 5.08
a 6.35 cm. de longitud, son onduladas de las orji ~-
llas, de envés liso ¥y haz aterciopelado. Sus flores
se encuentran acompaficdas por un fruto(parecido =
la cereza), globular, de color naranja escarlata —
lustroaoz’3’l7.

Recientemente se han reportado algunos casos -
-de mortalidad, debido & la ingestidén de los frutos

pertenecientes a Solanum pseudocapsicum,h.le




ITX. ANTECEDENTES

Es comin en nuestro pafs el uso de plantas or
namentales de las cuales, generaslmente se descono—
cen los riesgos gque presentan en cuanto a su toxi-

cidad, Una de estas plantas es Solanum pseudocapsi

cum.L.ll, que tiene efectos parecidos a los produ-
cidos por el curars( paralizente, relajante muscu-
lar, arritmico, etc.)s. Ia ingestién de sus frutos
ha provocado varios casos de intoxicacién, causan-
do transtornos graves e inclusive la muert918’7.
El principal efecto que se le atribuye a Sola
num pseudocapsicum,l,, es su accién sobre aistena
circulatorio7’15. En el afio de 1932 en la Universi

. ded de Wisteatersrand, se realizé un estudio farma

colégico de un slcaloide, que estaba contenido en

Solanum pseudocanaicumln.7, ugando animales de eXw

perimentacidn, conejos y ranas, asi como el cora —
z6n aislado, de é&stos; encontrdndose que el afect6
que presentd dicho alcaloide, fué la accibn cardie
cal?, El alcaloide al que se. le atribuyd dicha
accién fué a la Solanocapsina(1)14(Fig 1).

En 1936 se realizd un estudio quimico de las
hojas de Solanum pseudocapsicum,L., en donde se lo
-gré aislar a le Solanocapsina(I)1 y otro alcaloide
amorfo llamado Solanocaﬁaidina. Posteriormente se

realizé un estudio fitoquimico de las hojas de So-



lanum pseudocapsicum,L,, logrando su caracteriza -~
cidn por métodos quimicos y empectroscépicos( IR y-
UV)lz, no llevédndome a cabo los estudios farmacolé~

gicos correspondientes.

Fig 1. SOLANOCAPSINA
(1)



Se han realizado invemtigmciones fitoquimicas
con las hojas, tallos y semillas, las cumles indi -
can que las hojas presentan mayor contenido de ale
caloidesl4..Actua1mente se tiene poca informacidn -
fitoquimica y toxicolégica de los frutos contenidos
en Solanum pseudocapsicum,l., & diferencia de otras

partes de la plantalz.




ITI. PUNDAMENTACION DEL T.iiA

Debido a los probiecinis que se han presentado

por ingestidén de los fr:tos de Solamum pseudocapsi.

cum,L,, siendo de fdcil accesc en el mercado comc
plantas de ornato4, es de interés analizar los com-
ponentes quimicos presentes en 1. plante que dan to
xicidad a 4§sta. Ya que la informacidén que existe so

bre Solanum pseudocapsicum,l., ©3 con respecto 8 —-

efectos sobre sistema circulatorio, espec{ficamente
sobre corazén(efecto intracardiaco)l4 ¥, NO poxr ==
efectos téxicos, el propdsito de este trabajo es el
estudio fitoqufmico y toxiceldgico de Solanum pseus=

docapsicum, L.




IV. PLANTEAXIENTO DEL PROBLENMA

Es necesario realizar el estudio fitoquimico de
Solanum psevdocapsicum,l., para el anflisis de sus

componentes, as{ como el estudio toxicolégico de —-
los mismos. Se llevard a cabo por medio de la ex —-—
traceidn y obtencién de extractos6 a partir de los
frutos de la planta y a éstos, se les determinard
su toxicidad en un modelo biolégico; lo cual permi.
tird aceptar o rechazar las propiedades tdxicas que
se le atribuysn.

E] estudio de la planta ss¢ enfoca principal -~
mente a los frutos, ya que sBon los que generalmen-—
te se ingieren, provocando efectos téxicos.



V. OBJELIVOS

l.- Realizar el estudio fitoquimico de los

frutos de Solanum pseudocapsicum,L., -

que haga posible el aislamiento de las

sustancias presentes en los mismoa.

2.,~ Los compuestos obtenidos por medio del
estudio fitoquimico, 8e someterdn a -

pruebas toxicoldsgicas.

VI. HIPOTESIS

Si en ias hojas, talloz y semillas de la -
planta de Solsnum pseudecapsicum,bi., B8e en—

cuentran alcaloides que producen efectof <«
adversos, se espera obtener los mismos re -
sultados, en los frutos,



VII. MATERIAL

Materiel de lasboratario

Material vegetal : Frutos fntegros de Solanum

pseudocansicum, L.

Material biolégico : Ratas hembra Wistar con pe-
g0 de 170 a 200 g,

Matraces erlenmeyer de diferentes capacidades(10,
25, 50, 250, 500, 1000, 2000 y 4000 mlL ) Pyrex
Matraces de juntes esmeriladas 24/40 diferentes
capacidades(50, 100, ééo, 500 y 1000 ml) Pyrex
Embudos de filtracién rénida

Mortero con pistilo

Embudos BHichner

Matraces kitasato Kimax

Barras magnéticas

Refrigerantes

Papel filtro Whatman

Papel pH

Vasos de preéipitados diferentes capaoidédes(zso,
500, 1000 y 2000 ml ) Pyrex

Jerings estériles 4 3 v 5 ml
Jaulas metélicas 30 x 15 cm

Cajas dé?acrilico {Yranaparente de 40 x 60 om

.con laecho de aszerrin de madera.



- Hielo seco

- Marcadores

EQUIPO

-~ Evaparador rotatorio Blicki-El
~ Bomba de vacio .

- Agitadores magnéticos

~ Parrills de calentamiento

- Lémpars de luz ultravioleta

~ Molino manual

= Liofilizedora

~ Licuadora

— Balanga analftica Bosch
~ Balanza granataria

REACTIVOS
- Gel de sflice 60 para columna 0.5 mm Mexrck

- Gel de elumina 60 bdsica para columna 0.5 mm Merck

— Hidréxido de amonio " Merck
- Acetato de etilo » Merok
~ Dicloroetano : Merck
= Cloroformo ’ Merock

10



- Dietilamina

- Acido clorhfdrico
-~ Oxido de calcio

- Etanol -

- Metanol

- Acetona

~ Piridina

~ Hexano

REAUTIVOS PARA ALCALOIDES

-~ Acido silicotfingstico
- Dragendorff

- Mayer

~ Reineckato de amoni@

ESTARDARES DE ALCALOIDES

Atropina
Berberina

Escopolamina

Hiosciamina '
- Solanina

- Solanocapsina

11

Merck
Merck
Merck
Merck
Mercic
Merck
Herck

Merek



VIII. METODOS
Método para el estudio fitoquimico

Mediante el desarrolio de nuevos métodos para
el eatudio fitoquimico y toxicolégico de Solanum
pseudocapsicun,L., se ha encontrado que el princi-
plo activo que contiene es un alecaloide; el cual
se localiza en hojas, tallo y frutos de la plan -
ta; encontrindose en mayor proporcién en las hojas
de esta planta 12'14, la gue comunmente ge llame
manzanita del amor.

Analizando las diferentes posibilidades para
comprobar la toxicidad de dicha planta; se encon -
tré que el sistema adecuado(para comprobar la hip§
tesis planteada), era aguel en el cual se extrae
el alcaloidas, de los frutos, por medio de extrac-
ciones acuosas y alcohblicas{metanblica y una mez~
¢la acuosa de etanol y metancl). Ya identificado
el compuesto de interds en los extractos se admi-

nistrari a ratase, para verificar su toxicidad y,

determinar la Dosis Letal Media(DLM)g.

Bata técnica presenta varios inconvenientes,
ya que durante la extraccibén alcohblica(mezcla eta .
nol-metanol) y la metanblica; el alcaloide pe ob-
tiene como giucésido(11)16~p1g. 2. Esto causa pro~

blemas en las pruebas qufmices en las cumles, VIro-

12



voca resultados negativos én las diferentes deter-
minaciones tomo : pruebas amlitativas de alcaloi -
des(dcido silicotdngstico, dragendorff, mayer y
reineckato de amonio)lB, as{ como en cromatografia
en placa fina, Por lo que el objetivo fué llevar
a cabo Unicamente extracciones en medio alcohélico
(mezela etanol-metanol) e hidrélisis 4cide, para

su estudio Fitoquimico y toxicoldgico.

" Pig 2., GIUCOSIDO DE LA SOLANOCAPSINA
o ] ¢ 11 ) ‘
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Para efectuar la extraccidén alcohblica(extrac-—
to A), se usaron 600 g. de frutos; usando como 1{ -
quido extractor, en su primera etapa una mezcla -~
acuosa otanédlica y en la segunda, una mezcla acuosa
metandlica. Pero al realizar tanto las pruebas cua-
litatives, para alcalbides, como la cromatografis -
en placa fina, segufan obteniéndose resultados poco
confiables; por lo que se decidid efectuar una hi ~
drélisis dcida, para mejorar ls prueba de identifi-
cacién. En e¢sta téecnica se usa una mezcla de meta -
nol-4ecido clorhfdrico(50 ml de metanol/50 ml de -~
ague con 8,4 ml de dcido clorhfdrico concentrado);
1a cual se llevd & reflujo 2.5 horas; obteniéndose
un lfquido de color café obscuro., Despuds de esta -
extraccién se efectuaron las prusbas arriba mencio-

nadas.

Ia prueba cualitativa realizada a los extirac -
tos alcohdélico(A), acuoso(B) ¥y metanblico(C), para
verificar que se trataba de alcaloides, en todos -
loa casos se observé una precipitacién después de -

1la adicién del reactivo.

Fn 8l extracto metandlico(C), adn haciéndose
la hidrélisis 4cide & éste se observS que ls Sola~
nocapsina(I), no se encontrabs presente, por lo que
se eliminé para estudios toxiéongicoa; 8in embar -
go, en los extractos alcohblico (A) y acuoso (B), _

14



despuds deé la hidrdlisis y la cromatograffa en pla-
ca fina con una muesira patrdén de referencia se ob-
servé que la Solanocapsina (I) estaba presente, -
corroborfndose también por su Espectrometria de Ma-

8a8e.

15



NMétodo para el estudic toxicoldgico

La metodologfa usada en el estudio toxicoldégi

co para determinar la toxicidad de los extractos -

obtenidos de los frutos de Solanum pssudocapsicum,

L.

es la siguiente :

a) Determinacidn del rango de la doaiss.— Para de-

b)

¢)

terminar el rango de la dosis 2 usar de losg ex-
tractos Alcohdlico (A) ¥y Acuoso (B); se hizé -~
una relacidén de los gramos de extracto/ mg. de
solanocapsina (I) contenida/ kg. de peso de ca-
da animal tratedo. ‘

Determinacidn del efecto t6xicos.de los extrac-
tos slcohélico (A) y acuoso (B).~ Los animales
de experimentac16n que se usaron para evaluar
este efecto fueron las ratas hembra Wistar. Se
determind 1le dosis letal; los controles usados
en esta determinacifn se les administrd, sélo -
vehiculo, es decir: agua, por via oral e intra-
peritoneal, sezin el caso, A

Determinacién de la Dosis Lotal Media (DIM)? -
del extracto alcohélico (A).~ Para realizar es—
ta prueba se utilizé el mismo tipo de modalo wi
biol&gico que en la determinacién anterior, pe~
ro ahora sflo con el extracto alcoh611c6;(ﬁ) ¥,
administrando por via intraperitoneal; la dosis
letal media se obtuvo utiligando el método de¢

WilooxonS.

16



IX. Consideraciones Previas para la reslizacidn de

los experimentos

.

Batudio E‘:H:oqg_imicc:‘.S Tos frutos de Solanum ~—

pseudocapsicumn,L., 38 cortaron en mitades y se seca-

ron 8 temperatura ambiente, antes de usarse fueron
molidos en un molino manual. De los frutos molidos
se preparasron tres extractos: alcohélico-acuoso (&),
acuocso (B) y metanflico (C). Como la extraccién es
eapecifica para alcaloides se siguié un procedimien
to general para los mismos, siendo aélo en los ex -
tractos alcohdlico (A) y acuoso (B) que se encontrd
el alcaloide en estudio(Solanocapsina (I)), e iden-
tificdndose por medio de cromatograffa en capa fina
en 8f{lice y caracterizdndolas pwr medic de Eapectro~
metrfa de Masas,

Estudio Toxicoldgico, las pruebas toxicoldgi -
cas preliminares se realizaron con los extractoss -

aleohélico (A) y acuomo (B), evalufndose el efecto
en ratas Wistar, asi como la determinacién de la Do
sis Letal Hedial(DnM), que se llevé a cabo con el
extracto alcohélico (a). '

17



X. DESARROLLO DEL ESTUDIO FITOQUIMICO

Extracto Alcohblico.~ Esta extraccidn se obtiene en

dos etapas : l.— Se muelen 600 g. de frutos de Sola

num pseudocapsicum,l,; con 60 g. de éxido de ecalclo

¥y 2 L, de una mezcla etanol:agua (1:1), con agita -
cién constante por 18 horas y una temperatura de -
60°C; se filtra Y se concentra a presién reducida -
hasta eliminar todo el disolvente. El residuo séli-
do obtenido se extrme una vez més con 2 L, de una -
mezcla etanol:agua (1l:1), filtrando y concentrando

a presidn reducida, obteniéndose una mezcla pastosa
de color cafd claro. 2.- El residuo sélido se ex -
trae nuevamente (2 vecas) con 2 L, de una mezcla me
tanol:hidréxido de amonio (5%) (1:1), en lam miomas
condicliones que las anteriores, Las mezclas resul ..
tantes del extracto etanélico (1) y metandlico (2),
se unen y se concentran 8 presién reducida, pars e=-
liminar la meyor cantidad de disolvente y asi secar
al vacfo en una liofilizadora durante 2 horas, para
eliminar totalmente residuos de disolvente, La mege
cla resultante (A) es de coloxr café obscuro y pasto

B8&ae.

Extracto Acuoso.~ Se muelen 30 g. de frutos de Sola

num psendocapsicum,l., en un mortero con 100 ml de

agus destllada y 3.0 g. de 6xido de calcio, la meg-
cla resultante se filtra sl vacfo, el filtrado se -

18 .



liofiliza para eliminar la mayor cantidad de disol-
vente, obteniéndose una mezcla (B) de color amari -
1lo pardo.

Extracto metanélico}- 131 g. de frutos de Solanum

pseundocapsicum,L. se trataron con 10 g. de &xido de
calcio y 400 ml de metanol seguide de agitacidn mag
nética discontinua a temparatura ambiente por 24 ho
ras; la mezcla obtenida se £iltrd al vacfo; evapo _
rando la solucidn resultante ( a presién reducida),

88 obtuvo un residuo de color amarillo, el cual se

trgté tres veces dnicamente con metanol ¥ agltacidn
discontinua & temperatura ambiente, filtrando y con
centrando al vacfo obteniéndose nuevamente una mez-
cla (C) 1lfquida de color amarillo transparente ¥ -
liofilizéndola postériormente pars eliminar los re-
" piduos de disolvente.

13

Pruebas cualitativas para alcaloides

4 los extractos alcohblico (A), acuoso (B) y -
metandlico (C) se les hicieron pruebas cualitativas
para alcaloides. Previamente se preparé la muestra
de la sigulente forme: tomdndose una muestra de ca=
da uno de. los cxtractos, acidulandoaa con 4cido, ==
clorhfidrico 0.5 ¥ por'saparado.(a), (B8) ¥y (C) el re
siduo 4cido de cada uno de §stos se dividid en cua-—
. tro porciones para hacerles las giguientes pruebasg
de alcaloides: &cido silicotingstico, dragendorff,—

19



mayer y reineckato de amonio (vedse apéndice " 4 "

para la vreparacién de estos reactivos).

Los expractos alcohdlico (A), acuoso (B) y meta
nélico (C) se trataron con el reactivo de 4cido si-
licotdngstico, Dragendorff y Mayer produciendo un -
precipitado de color café para (A) y amarillo para
(B) v (C); los mismos extractos se hicieron reaccio
nar con el Reactivo de Relnecksto de amonio obta -
niendo un precipitado de color coral.en los tres ex

tractos,

A los extractos alcohélico (A) y metanblico -
() se les hizd la cromatagraf{a en placa fina ﬁqu
do sf{lice y alumina como adsorbente ane;l siguiente
sistema ¢ cloroformo:metanol:hidrdxido de amonio —-
concentrado (9:8:2), compardndose con los difersn -
tes estdndares({atropina, berberina, esoopolamina,
hiosciamina, solanina ¥ solanocapsina)., Posterior——
mente se llevS a cabo la hidrSlisis dcide de éstos

extractos,

Hidrélisis fcida de los extractos : alcohélico (A)
v metandlico (C) '

Se tomé una porcidén del extrgeto alcohdlico -
(A) ¥y se disolvié en una mezcla metanol:dcido clor
hfdrico(50 ml de metanol:50 ml de agua con 8,4 ml.
de doido clorh{drico concentrado), poniéndose a Treo-

20



flujo por 2.5 horas; la mezcla de la hidrélisis se
neutrnliza con hidréxido de amonio concentrado y se
realizan tres extracciones sucesivas con clorofor -
mo, la fase orgénica se seca con sulfato dea sodio =
anhidro, se evanora a presién reducida, el residuo
final es percolado en alumina bdsica desactivada -
( 54 agua ), empleando como eluyente cloroformo y
aumentando la polaridad hasta metanol, Al producte
percolado se le hizd cromatografia em placa fina en
el siguiente sistema : clo’mformoxmetanol:hidréxido
de emonio concentrado (9:8:2), en el cual se compro
bd la presencia de 1la solanocapsina por comparacién,
con una muestra patrén de referencia, al ser revela
das 188 placas, con luz ultraviolekea, sulfato céri-
co amoniscal y/o solucién de platino.

Para 1a hidrélisis {cida del extracto metané-
lico (C) se realizé de una forma semejante a le an-
terior, sélo que en este no se identificé a la Sola
nocapsina (I), por lo cual se descarté.

Eapectrometria de Masas del extracto alcohdlico (A)

Dado gue ds los dos extractos : alcohélico (A)
y metanblico (C), Bélo el extracto (A) presentd so-
lanocapsina (1), se procedio a determinar su sstrug
. tura por espsctrometria de masas., Ia identificacién
se realizd tomando una porcién del extracto crudo,=-

‘llovéndolo a 70 eV por introduc'cidn directa obte -

21



niéndose fragmentos caracterf{sficos para los estero
alcaloides, los cuales se asignaron a la Solanocap-

aina (I)o

22



XI. DESARROLIO DEL ESTUDIO TOLICOLOGICO

3e realizaron ensayos previos para determinarx
el rango de dosis para observar el efecto t6x;co y
evaluar la dosis letal media, con los extractos -

probados.

Selececién del rango de 1la dosis con los extractos
alcohBlico (A) y acuoso (B)

Pare los ensayos se utilizaron ratas Wistar -
hembrya con un peso corporal de 170 & 200 g. A to~
dos los controles usados en las determinaciones, -
se les administrd agua, por v{a oral e intraperito
neal, como vehfculo segin el caso.

Extracto-Alcohflico (A} .- Bste extracto se evalud
.con 10 lotes de cuatro animales cada uno. A los -
10 lotes y & sus controles se les mantuvo, antes
de la administracién del extracte en las siguien-
tes condiciones t acceso lidbre de agua y alimento
bajo ciclos naturales de luz y obscuridad en condi
ciones'ambianta;es de temperatura y humedad'( 25°c,
60 % )o "

A los lotes Nos. 1, 2, 3 y 4 Be les adminis -
tx§ ol extracto alcoh8lico (A) por via oral, en do
8is Ynica de 0,01, 0.10, .00 y 3.00 g/kg. reapec-

tivamente,
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Al lote No. 5 se le administré una dosis Uni-
ca de 1.00 g/kg cada 24 horas durante 7 dfas por -
via oral. A los controles se les mantuvo en 1las
mismas condiclones que a los demds lotes adminis -

trdndoles ¥nicamente agus.

Bl rango de dosis aplicadas per via oral del
extracto alcohdlico (4) fué de 0,01 & 3,00 g/kg de
peso y el volumen méximo administrado fué de 3.0 -

ml an todos los casos.

Para los lotes Nos. 6, 7, 8, 9 y 10 se les ad
ministré por vfe intraperitoneal, en dpsis ¥Ynica ~
de 0.5, 1.00, 2.00, 4,00 y 8.00, respectivamente ;
a los controles se les administré s6lo agua por la
misma via. E1l volumen mdximo administrado fué de
1.3 ml en todos los casos, 6l rango de dosim que
se aplicé fué de 0.5 & 8.00 g/kg de peso.

En la Tabla I se resumen los tratamientos an
teriores, con el extracto alcohdlico (A).
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TABLA I : Esquema de tratamientos para la determinacidén
del rango de dosis para el extracto alcobdli-

co (A)o
10TE No. PESO PROM. © posis® ' VIA ADMON.
CORPORAL e/kg
1 173025 0.0 PeO.
2 188,75 0.10 PeOo
3 173.25% 1,00 PeOo
4 173.25% 3.00 PeOo
5P 173.25 1.00 .o,
6 177.00 0.50 1.p.
T 185.50 1,00 i.p.
8 174.25 2,00 i.p.
9 187.00 ) 4‘00 i'p.
10 177.50 . 8.00 iipe.
Be Para cade dopis n = 4
be Grupo con administracién cada 24 horas durante 7 dfas

Pe0e Via oral
i.pe Via intraperitoneal

A partir del momento en que s¢ les aldpinistid -~

8l extracto alcohblico (A), se observé su comporta -
miento durante 6 horas continuas y después de este pe-
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rfodo se hicieron observaciones posteriores discon

tinuag por 72 horas,

Extracto Acuoso (B).— Para la evaluacién de este =

extracto se trabajaron 10 lotes de cuatro animales
cada uno. Del lote No. 1l al No. 7 se les tratéd =
con une administracién intraperitoneal en las sgi-
gulentes condiciones : & los lotes No. 1 y No. 2 -
asi como a sus controles, Se les mantuvo con ACCEe-—
80 de agus y alimento, bajo ciclos natursles de 1l-
luz y obscurided en condiciones ambientales de tem

peratura y humedad ( 25°¢,60% ).

Del lote No. 3 al No. 7, as{ como a sus con -
troles, se les sometieron a 18 horams de ayuno, pre
vio a la administracién. El rango de dosis que Se
aplicé por via oral fué de 0.05 & 1.6 g/kg. de pe_
80; el volumen administrado fué de 3,0 ml: en to -

dos loe casos Tueron dosie Unicas,

A los lotes Nos, 8, 9 y 10 y a sus controles
ge les mantuvo en lag mismas condiciones que a los
lotes No. 1 y No. 2, antes de la administracidén.

El rango de dosis que se aplicé por via intra
peritoneal, en dosis ¥Ynicas fué de 0.05 a 1.0 z/kg
de peso y, de volumen administrado fué de 1.3 mnml

en todos logs casos8.



A todos los controles se les administrd el -~
vehfculo, es decir, agua: por via oral e intraperi
toneal segiin el caso. En 1la Tabla II se resumen
los tratamientos realizados con el extracto acuo -
so (B).

TABLA II : Esquema de tratamientos para la determina
cién del rango de dosis paras el extracto

acuoso (B),

LOTE No. PESO PROM. posis® VIA ADMON,
CORPORAL g/ke
i g 163.00 0,05 D0,
2 174.75 0,50 I_ PeOse
3b 173.50 0.10 PsOs
4° 173.00 0.20 Pe0.
5° 170.00 0.40 P.0.
6 170.00 0.80 © peo.
7b 177.50 1.60 PCe
1 . .1
8 172.2% 0,05 i1.v.
9 180,25 0.50 1.p. .
10 ) 181.00 1.00 i'po
. B
8. Para cada dosis n = 4
b, Grupo en ayunss, 18'horas previas al experimento

P.o. Via oral
i.pe Via intiaperitoneal
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A vartir del momento en que se les administrd
el extracto acuoso (B), se observd su comportamien
to durante 6 horas continuas, despuds de este pe -
r{odo se hicieron observaciones posteriores, dis -

continuas durante 72 horas.

Una vez elegido el »ango de dosis con los ex-
tractos alcohdlico (A) y acuoso (B), =e procedid a
determinar la Dosis Letal Media (DIM).

Determinacién de la Dosis Letal Medim con el 6x =~
tracto alcohdlico (A).

Para la determinacidn se utilizaron ratas Wis
tar hembra con un peso de 170 a 200 g., 8¢ traba -
jaron con 5 lotes de 7 animalees cada uno (excepto
el lote No. 3 que fué con 6 animales).

A los 5 lotes ¥y a sus controles se les maniu~-
ve con acceso libre de agua y alimento, bajo ci =
clos naturales de luz y obscuridad en condiciones
ambientales de temperatura y humedad (25°c,60%).

La vfa de administracién fuéd dnicamente intra
peritoneal y el volumen administrado fué de 1.3 ml -
en todos los casos en dosis Unica, el rango de do-
8ie que se aplich fuf de 4.0 a 8,0 g/kg. de peso.
& todos los controles se les administrd agua por -
vi{a intraperitoneal; en 1la Table III se resumen -
los tragamientos realizados.
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TABIA III : Esquema de tratamientos para la deter
minacién de la Dosis Letal Media '(DIN)
dal extracto alcohélico (A4).

OTE No.  PESO PROM. DOSIS VIA ADMON.
CORPORAT 2/xe
1 190.00 4.0 L.p.
2 185,00 5,0 i.pe
3 185,00 6.0 1.p.
4 185,00 7.0 1.p.
5 1190.00 8.0 1.p.

i.p. Via intraperitoneal

A partir dei momento en que se les administrs
el extracto alcohblico (&) se observd su comporta-
miento durante 6 horas continuas y discontinuas —-

haste 72 horas.
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XIXI. RESUIPADOS Y DISCUSION

Estudio Fitoquimico

En 1la preparacidn de los extractos se obtuvie
ron los resultadoa siguientes : del extracto alco-
. héilico~acuoso (&) se obtuvo 9.7 g por cada 100 g . -
de fruto, siendo éste un lfquido viscoso, de color
café cbscuro, con olor a melazas, may soluble en —
agua, Del extracto acuoso (B) sme obtuvieron 1.8 g
por cada 100 g de fruto, el cual resultd’un liqui~
do de color amarillo pardo y del extracto metanéli
co (C), se obtuvo 1.5 g. de un 1fgquido de color ~-
amarillo transparente por cada 100 g. deé fruto.

En las pruebas cualitativas de identificacidn
de alecaloides (dcido silicotingstico, Dragendorff,
Mayer y Reineckato de amonio ) realizada a los ex
tractos, en todos los casos se observd uns alta -
precipitacidn despuéa de 1la adicidén de los reacti-
vos, la cual fué tomada como prueba positiva para
alcaloides,

Después de 1llevar a cabo las pruebas cualita_
tivas para alcaloides de los extractos, se realizd
la cromatografia en capa fina (CGF/SiOz),,para ca_
da uno de ellos con la mueatra patrém de referen -
cia, observdndose gue ningun6 contenia el alcalol
de en estudio; lo éual hizp suponer que &ste se ~
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encontraba presente en forma de gluedsido (II), -
por lo que ze llevd a cabo la hidrélisis £eida de
los extractos (alcoh8lico (A) g metandlico (C)) .
Después de la hidrélisis no se logré identificar a
1a Solanocapsine (I) en el . extracto (€) por lo =
que se descartd para su estudio toxicoldégico.

De esta manera en el extracto alecohélico (4),
despuds de identificar a la Solanocavsina (I) se -
determind el Rf de dste por cromatograffia en placa
fina en sflice (CGF/SiOa) en el sigulente sistoma:
cloroformo/metanol/hidréxido de amonio concentrado
(9:8:2); (Rf = 0.4 para la Solanocapsina (I), dato
no reportado en la literatura). Asi mismo, sme le
determind 1la espectrometrfa de masas, en la cusl -
‘80 obser&aron fragmentos moleculires para la Sola-
t nocapsina (I) pura donde se observd m/e (%) a :
56(40), 70(100), 84(75), 130(70), 142(37), 157(98).
El 1én molecular M* fué observado a 430.5 (10%).

- Estos fragmentos también fueron observados en la

Espectrometrfa de Masas de la percolacién del ex =
tracto alcohblico (A) después de la hiardlisis dei
da, excepto del 1én molecular; en los mismos por -

centajos.
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Retudio Toxicoldgico

Seleccién del rango de la dosis con los extractos
alcoh8lico (A) ¥y acuoso (B)

En la determinacién del extracto alcohdlico

(A), por via oral, en los lotes No, 1 al No. 4 no
se observd ningin sfntome anormal en el comporta -
miento de las ratas, por 1o que en el lote No. 5 =
se realiz6 ung administracién crénica es decir, -
una dosis de 1.00 g/kg. cada 24 horas durante 7 -
dfas, en la cual tampoco hubo comportamisnto anor-
mel en las ratas.

En la administracién del extracto acuoso (B),

por via oral, en los lotes No. 1 y No. 2 no hubo
ningdn sintomes fuera del comportamiento normal, =
por lo que se penad que su alimentacién era un fac

tor determinan®e en los efectop que pudiera produ-

cir estos extractos, por lo que al lote No.3 al
No. 7, 8¢ lés mantuvo en ayunas 18 horas antes de
la administracién, teniendo el mismo efecto que en
los lotes anteriores, es decir, por via oral, en
ninguno de los dos casos (extracto alcohdlico (&)
y acuoso (B)) se presentd sintomas o comportamien=

to fuera de los normales,

En la administracién por via intraperitoneal
del extracto alcohdélico (A) los lotes No. 8 8l
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No. 10, en las dosis més altas presentaron los si-
guientes sintomas : reduccién de la motilidad, --
ojos semicerrados, hiperventilacidn, incoordina -
cién de la marcha, pardlisis unilateral en miem —~
bros poste;iores, pérdide espontdnea del equili -~
brio y muerte, mientras que en los lotes No. 8 al
No. 10 de 1la administracién del extracto acuoso(B)
en las doasis mds altas oresentaron los sintomas «
descritos anteriormente, excento, pérdida espontd-
nea del equilibrio y la muerte, En lm administre -
cién pof via intraperitoneal del extracto acuoso
(B), estos sfntémas se prolongaron durante las 4
horas siguientes a la administracién, después de
oste perfodo se obamervé una recuperacién paulatina
en las ratas y 24 horas después se encontraban re-
{euperadaa; mientras aquellas que se les adminis -
tré el extracto alcohélico (A) en las dosis més a2
tas habfan muerto.

Observédndose, que con el extracto acuocso (B)
adn en altas concentraciones presentaron los sfin-
tomas descritos anteriormente pero no la muerte,
Sin embargo, con el extracto alcohélico (A) se lo-
gré determinar la dosis letal media (DIH).
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Determinacién de la Dosis Letal Medla del extracto
Alcohélico (A) por via intraperitoneal '

Para la determinacién de la Dosis Letal Media
(DI), se obtuvieron los resultados que se resumen
en la Tabla IV, en la cusl se muestra el % de mor-
talidad con respecto s la dosis administrada, en -
funcidén del tiempo.

TABLA IV : Se muestra el % de mortalidad con res -
pecto al tiempo a las diferentes dosis,
del extracto alcohSlico (A); al adminig
trar por via intraperitoneal,

IOTE Ro., DOSIS No. DE % DE MORTALIDAD R
g/kg RATAS 6,0 24,0 48.0 72,0 hrg
1 4,0 7 0.0 42,8 57.1 57.1
2 5.0 7 14.0 42,8 85,0 85.0
3 6.0 6 50.0 66,6 82,0 82,0
4 7.0 7 57.1 71.4 100.0 100.0
5 8.0 7 85.0 100.0 100.0 100.0

Para la determinacién de 1la Dosis Letal Media
(PIM), se efectia con los datos obtenidos experi -
mentalmente; de 1la tabla anterior se eligié el %
do animalena con efecto a las 6.0 horas, para apli-

9

var el método de Wilcoxon”, con laas deducciones

siguientes: a) Con el total de animales probados,
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¥y el nimero de dosis, se tiene la relacién siguien
te : animales con efecto(A.E.)/animeles probados
(A.P.}. Con los datos chlculados se obtiene la gri
fica de la Figura 3. ‘

b) De 1o grifica anterior se obtiene el % de efec-
to esperado (E.E.). Ia recta se obtiene por mfi-
nimos cuadrados.

¢) Con la rslacidn del % de efecto observado me —-
nos el % de gfecto esperado {E.0. ~ E,E. ), 86 -
tiene la contribucidn a 2’,

4) Con los datos de los incisos &, b y‘c, se deter
mina la Dosis Letal a 16 %, 50 % v 84 %; .c'on 1o
que se determina la Pendiente de 1a funcidn (5)
y f(DL)SD. para cadculer finalmente los inter

valoe de confianza.

Yo snterior se regume en ls Tabla V.
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Fig 3. Curva Dosis-Respuesta Letal
(Dosis Letal Media).
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PABIA V : OCdloulos obtenidos a partir de la Tabla IV, en la determi
: nacifn dé 1la Douu Letal Nedia por el ¥étodo de Wilcoxon,

DOBIS AoEc/AnPo # AoEo # E.B. ﬁ E.o. b % Eu E. I 2 7
800 ) 6/7 8507 ‘ . 8507 0.00 0.00
7.0 Ve 57.1 64.0 6.90 0.02
6.0 3/6 50,0 37.0 13.00 0.07
5.0 V7 14.3 14.3 0.00 0.00
4.0 o/7 0.0(0.7) 2.0 1,30 0.009
) TOPAL ¢+ S =~ 0,099

AR, Animales con efecto :
A.P. Animales probados
E.B. Efecto esperado

?.‘

Bfecto ohservado
Contribucidn a 1 e



a)

)

¢)

. 8=

Total de animales 34
Rémero de dosis 5 e’e K=5
Animales/Dosis 34/5

22 o 7,82 pera, n =3 valor de Tablas.
Contribucién a Z 1

La sumatoria a la contribucidn : Za =0,099
Zf = 2 x animales/dosis con n = 3; es
deciry n =K =« 2 = 3 grados de libertad.
Sustituyendo tenemos:

22 = 0.099 x 34/5 = 0.6732 valor clculado

Por lo tanto @
0.6732 e3 menoxr que T.82, datos que no son
significativamente diferentes(heterogéneos),

Para determinar la Dosis Letal, entre el 16 %
y el 88 4 se obtiene de la gréfica de la figu_
ra 3.

DL84 = 8,0 mg/kg

D - .2
1.16 5 mg/kg

Para determinar la Pendiente de la funcidn (S),

e8 a partir de la siguiente férmula :

Dlg,/Dlg, + DLgy/DLy.
-

Sustituyendo valores tenemos 13



B.0 /6.5 + 6.5/ 5.2

S =
2

S = 1-24

8) Para determinar los intervalos de confiansa,
se toma en cumenta el total de animales que se -
encuentran entre el 16 % y el 84 % que se deno-

mina N', asf{ tenemos :

20D, ) = s2'77/’i N
50
En donde : |
'S = 1.24 ¥ N = 13
Sustitugendo
£OL,) = (1.24)2°77/ 113

f(DL5o) = 1,18

50
- £(DLy,) / DLy, = 6.50 / 1.16 = 5,50 ng/kg

f(DLso) x DL

Poxr lo tanto .

La pendiente de la funciédn y los limites de -

confianza 19 / 20 : 1.24 { 5.50 a 7.67).
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La dosis letal media (DI¥), que se encontré
para un perfodo de 6.0 horas fué de 6.5 mg / kg.
+1.0( o< =5% 3 n=5). Para explicar este va
lor alto se debe considerar que no se trata de unma
sustancia pura sino de una mezcla de varios com
puestos. En esta determinacién la sintomatologia
que se obsgervé fué similar a la que se presentd en
la Selsceidn del rango de la dosis, aunque nés ge-
veros. A su vez provocaron los efectos siguientes
ausencia de 1a respuests a estimulos, pérdida de -
reflejos en patas posteriores, respuesta débil o
ausente al estiramiento de extremidades, perfodos
de inconsciencia, pfipilas dilatadas con respuesta
a la luz, piel frfa y ciendtica y respiracién len_

ta.

En las dosis més altas, el animal permanece
acogtado con los ojos semicerrados, con respirag =
cién disminufda en frecuencia y awplitud., Indepen
" dientomente de 1a dosis, antes de morir iniciadban
cgrrera repentina asin direccién que cesaba en po-
cons pegundos quedando postrado el aﬁimal, 8in re-
flejos y sin movimientos reppiratorios, estado que
ge interrumpild dos o tres veces por respiracidn de
baja frecuencia antes de que ocurriera la muertel
algunzs veces presentaron también convulsiones t6-
nicas y/o cldnicés severas,



Sin embargo, es dfficil adjudicar el cuadro

de intoxicacifn experimental observado, a trangs -

tofnos cardiovasculares producidos por la accién
de Solanocapsina (I) sobre el corazfin; y a que se
tuvieron evidencias de atéque al Sistema Nervioso
central °°19 4 %os pocos minutos de la administra
cién de los extractos por via intraperitoneal. Los
efectos téxicos producidos experimentalmente por
Solanum pseudocapejcum,l., son similares a log que
producen los férmacos depresores no selectivos del
Sistema Nervioso Cemtral del tipo de los Hipnéti -

cos y Sedantaslo.
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XITI. CONCLUSIONES

En los frutos de Solanum pseudocansicum,l,

(manzgnite del amor) se encuentra un compuesto:

la Solanocapsina (I) que muy ﬁrobablemente es 8l -
principio activo7 de ésta planta, Tal commuesto
Be identificé en el presente trabajo utilizando -
métodos cualitativos y eapectrométricos en los ex—
tractos aleohblico (A) y acuose (B).

Un dgto interesante que no se reporta en la -
literatura es el valor del nf de la 3olanocapsina
(1), determinado por cromatografia en capa fina en

el extracto alcohélico (A), el valor es R, = 0.4,

El ensayo toxicoldgico en rates de los extral
tos preparados a partir de los frutos de la planta
fué un estudio Preliminar en donde el efecfo estd
dado posiblemente por la Solanocapsina (I). Sin em
bargo, serf conveniente hacer un estudio posterior

para comnrobarlo,

Con los extractos aleohflico (A) ¥ acuoso (B)
soe observS un efecto téxico significativo cuando
ge administraron por via intraperitoneal, la dosis
" Letal media (D1N) del extracto alcohdlico (A) en
ratas fué de 6.5. g/kg. '

Se ha reportado en la literaturs 14 que 8l -
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efecto farmacoldgico de la Solanocapsina{i) es Bo-
bre el Sistema Cardiacol4; en presente trabajo se
encontraron efectos secundarios los gue parecen o
ser el resultado de la aceifn del compuesto sobre

el Sistema Nervioso central(SNC).

Las plantes de ornato(en especial manzanita
del amor), constituyen grandes riesgos por su fé-
cil acceso y lo llamativo de estas plantas; por lo
que es de sums importancia estudiar este aspecto
por el alto indice de muertes del que son respon-

aablesza.
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XIV. PROPOSICIONES PARA CONTINUAR EL TRABAJO

Este trgbajo abre muchas posibilidades de
continuar, en la parte oufmica, farmacolégica y to_
xicolégica, Por la perte quimicm aislar e identifi-
car pilanamente a la Solanocapsina(Il), as{ como

otros compuestos de interés.

Estudiar otras partes de la planta, como ho-

jas y tallos(rafiz).

Modificar a la Solanocapsina(I) e investigar
otras susitancias de interés que sean responsables

de la accidn biolégica.

Por la parte farmacolbgica(toxicolégica), rea
lizar un estudio bioldgico a fondo, ya que sélo se

rrobd el efecto téxico global.

Repetir los estudios en varias especies de
enimales, hacer estudios bioqufmicos para saber a
que nivel actdarm asi como Para ver si tiene otro

efecto aparte del Téxico y la Accidén Cardiaca.
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XV. APENDICE " A v

Prevaracidn de Reactivos para la determinaciédn de

Alcaloides6

l,.-

o=

40"

Reactivb de lMayer.- Se disuelven 1,36 ge. de -

cloruro mercuroso en 60 ml de agus y 5.0 g. de
yoduro de potasio en 10 ml de agur, Se mez =
clan las doa soluciones y se aforan a 100 ml,
El reactivo sflo debe afiadirse a solucionea -
previamente acfduladas con £cido elorhfdrico o

dcido sulfirico dfluido,

Reactivo de Dragendorff.~ Se disuelven 8.0 g.

de nitrato de bismuto pentahidratado, en 20

ml. de dcido nftrico (30%) ¥ 27.2 g. de yoduro
de potasio en 50 ml de agum. Se mezclan las =
dog soluciones y s8¢ dejan reposar 24 horas. Se
decanta la solucién y se afora con agua a 100

ml.

Reactivo de Acido Silicotingstico.— Se disuel
ven 5,0 g. de dcido silicotvngstico en el dci_
do sulfrico 6 N necesario para formar 100 ml

de solucidn.

Reactivo de Reineckato de amonio.~ Una golu -

cidn saturada al 4 % de reineckato de amonio
conteniendo 0.3 g. de clorhfdrato de hidroxi_
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lamina y ligeramente acfdulada con dcido clorhi -

drico ( conservar oen refrigeracién ).
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